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DESCRIPCION
Este invento se reere al uso de DNA poli-
merasas del tipo 29 modicadas, en particular
DNA polimerasas del tipo 29 modicadas para
que tengan poca o ninguna actividad de exonu-
cleasa.
Por DNA polimerasa del tipo 29 se entiende
cualquier DNA polimerasa aislada de celulas in-
fectadas con fagos del tipo 29, que empleen una
protena terminal para la iniciacion de la repli-
cacion del DNA. Estos fagos estan descritos de
forma general por Salas., 1 en The Bacteriopha-
ges 169, 1988. Estos fagos estan muy relacio-
nados en la estructura de sus DNA polimera-
sas, diriendo tan poco como en 6 cambios de
aminoacidos, estando 5 de estos aminoacidos re-
emplazados por aminoacidos similares. Estos fa-
gos tienen una corta secuencia de repeticion ter-
minal invertida de una longitud comprendida en-
tre aproximadamente 6 y 300 nucleotidos. Es-
tas polimerasas tienen una actividad exonucleasa
3’-5’ muy activa, pero carecen de actividad exo-
nucleasa 5’-3’. Sorprendentemente, aunque estan
relacionadas con las DNA polimerasas de la fami-
lia T4, son capaces de reconocer adecuadamente
agentes terminadores de cadenas, tales como dide-
soxinucleosidos y por consiguiente son utiles para
secuenciar DNA. Esta capacidad es incluso mas
sorprendente ya que se sabe que la exonucleasa
reconoce tanto desoxi-AMP como didesoxi-AMP.
Blanco et al, 13 Nuc. Acid. Res. 1239, 1246,
1985.
Como ejemplo, las DNA polimerasas de tipo
29 adecuadas para dar por modicacion una
DNA polimerasa de tipo 29 mutante, para los -
nes de los metodos descritos en la presente memo-
ria, incluyen 29, Cp-1, PRD-1, 15, 21, PZE,
PZA, Nf, M2Y, B103, SF5, GA-1, Cp-5, Cp-7,
PR4, PR5, PR722 y L17. Una DNA polimerasa
de tipo 29 mutante para los nes de la presente
invencion es una polimerasa modicada que tiene
menos de 10% de la actividad exonucleasa de la
polimerasa de origen natural. Preferiblemente, la
polimerasa modicada tiene menos de 1%, e in-
cluso mas preferiblemente carece sustancialmente
de actividad exonucleasa comparada con la po-
limerasa correspondiente natural, es decir la no
modicada.
Por \correspondiente" se quiere decir que la
polimerasa modicada se deriva de una polime-
rasa natural, generalmente por mutagenesis in vi-
tro de la secuencia de DNA que codica esta ul-
tima polimerasa, y esta ultima es la polimerasa
correspondiente.
Para este n, un fragmento de DNA que co-
dica una polimerasa natural apropiada puede
modicarse para eliminar sustancialmente, de ese
producto de expresion, la actividad exonucleasa
que existe de forma natural. Pueden emplearse
las secuencias de DNA que codican una DNA
polimerasa de tipo 29 en la que el residuo de
aminoacido en la posicion 12, 14 o 16 de la poli-
merasa esta reemplazado por un residuo de ala-
nina.
En un aspecto, el presente invento propor-
ciona por tanto un metodo para la amplicacion
de una secuencia de DNA que incluye las etapas
5
10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60
65
de asociar un primer cebador y un segundo ceba-
dor a cadenas opuestas de una secuencia de DNA
bicatenario e incubar la mezcla asociada con una
DNA polimerasa, en el que la DNA polimerasa
empleada es una DNA polimerasa de tipo 29
modicada que presenta menos de 10% de la ac-
tividad exonucleasa de la polimerasa natural co-
rrespondiente.
En realizaciones preferidas, los cebadores pri-
mero y segundo tienen sus extremos 3’ dirigi-
dos uno hacia el otro despues de la asociacion;
el metodo incluye ademas, despues de la etapa
de incubacion, desnaturalizar el DNA resultante,
asociar el primer y el segundo cebadores al DNA
desnaturalizado e incubar la ultima mezcla aso-
ciada con la polimerasa; repitiendose el ciclo de
desnaturalizacion, asociacion e incubacion de 10
a 40 veces.
En otro aspecto, el invento proporciona un
metodo para la produccion de moleculas de DNA
de una longitud superior a 10 kilobases. El me-
todo incluye proporcionar una molecula de DNA
molde; asociar un cebador a la molecula molde; e
incubar las moleculas de cebador y molde asocia-
das en presencia de una DNA polimerasa del tipo
29 modicada como se ha descrito anteriormen-
te y una mezcla de los cuatro diferentes trifosfatos
de desoxinucleosidos.
La alta procesividad retenida por una DNA
polimerasa de tipo 29 modicada como la des-
crita en lo que antecede signica que el metodo
de amplicacion de la presente invencion es ade-
cuado para amplicar fragmentos de DNA muy
grandes (de una longitud superior a 10 kiloba-
ses). Dicho metodo de amplicacion puede ser
un procedimiento del tipo de la reaccion en ca-
dena de la polimerasa (abreviadamente PCR co-
rrespondiente a sus iniciales en ingles). Estos lar-
gos tramos de DNA se emplean en trabajo forense
cuando se dispone solo de peque~nas muestras de
DNA, y para analisis de polimorsmo de la lon-
gitud de fragmentos de restriccion (en lo sucesivo
RFLP por sus iniciales en ingles).
Otros aspectos y ventajas de la invencion
seran evidentes de la siguiente descripcion de sus
realizaciones preferidas, y de las reivindicaciones.
Descripcion de las realizaciones preferidas
Primeramente se describiran brevemente los
dibujos.
Dibujos
La Figura es una representacion de la secuen-
cia de aminoacidos de diversas DNA polimerasas
que muestran sitios de homologa entre las poli-
merasas. ExoI, ExoII, y ExoIII se reeren a las
tres regiones de homologa de aminoacidos encon-
tradas entre las diferentes DNA polimerasas com-
paradas en la Figura. Las estrellas indican los
residuos de DNA polimerasa I de E. coli implica-
dos bien sea en la jacion de metales o bien sea
en catalisis exonucleoltica. Los asteriscos indican
los residuos de DNA polimerasa I de E. coli impli-
cados en la jacion de DNA monocatenario. Los
recuadros marcados por lneas o flechas, y provis-
tos de letras o cifras, son regiones de helices  y
laminas  respectivamente de DNA polimerasa I.
DNA polimerasa
Una DNA polimerasa modicada para empleo
en el metodo del invento es procesiva y tiene poca
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o ninguna actividad exonucleasa asociada (menos
del 10% de la actividad exonucleasa exhibida por
la polimerasa natural correspondiente). Estas po-
limerasas tambien tienen actividad de desplaza-
miento de cadena.
Con el termino \procesiva" se quiere decir que
la DNA polimerasa es capaz de incorporar conti-
nuamente nucleotidos empleando el mismo molde
cebador, sin disociarse tanto de las moleculas del
cebador como del molde, en las condiciones nor-
malmente empleadas para reacciones de prolon-
gacion de secuencias de DNA, u otras reacciones
de prolongacion con cebador. Generalmente, una
polimerasa para empleo en un metodo de la pre-
sente invencion permanecera unida al cebador o
molde prolongado para al menos 1-2 kilobases,
generalmente al menos 5kb-10kb, en condiciones
ambientales adecuadas.
La capacidad de las polimerasas de producir
desplazamiento de cadena es una ventaja porque,
en combinacion con la alta procesividad, permite
la sntesis de grandes moleculas de DNA de al
menos 70 kb, o incluso mayores. La actividad de
desplazamiento de cadena se mide por cualquier
tecnica estandar, por ejemplo puede incubarse
una polimerasa en una mezcla con una molecula
de DNA circular monocatenario (por ejemplo
M13) y un cebador. Si se sintetizan moleculas de
DNA de mayor longitud que la molecula circular
original, entonces la polimerasa es capaz de des-
plazar las cadenas de DNA de una molecula bica-
tenaria y continuar sintetizando DNA. Por tanto,
tiene actividad de desplazamiento de cadena. Di-
cha actividad esta presente por lo general en una
sola molecula protenica, por ejemplo, p2 de 29,
y no requiere energa en forma de ATP o su equi-
valente, empleando solo los trifosfatos de dide-
soxinucleosidos usuales requeridos para sintetizar
DNA. Esta actividad tambien se observa cuando
la sntesis de DNA es iniciada por una protena
terminal, por ejemplo p3 de 29.
Se preere que el nivel de actividad de exo-
nucleasa se reduzca a un valor que sea menor
que 1%, preferiblemente menor que 0,1%, de la
actividad normalmente asociada a las DNA po-
limerasas aisladas de celulas infectadas con bac-
teriofagos que existen en la naturaleza. La modi-
cacion de una DNA polimerasa para la nalidad
del presente invento puede realizarse por medios
geneticos o qumicos.
Los ejemplos siguientes explican el invento con
referencia a la DNA polimerasa de 29. Los
ejemplos no han de interpretarse como limitati-
vos del invento. Los expertos en la tecnica reco-
noceran que cualquiera de las DNA polimerasas
enumeradas anteriormente pueden emplearse si-
milarmente del modo descrito a continuacion.
DNA polimerasa de 29
El bacteriofago 29 es una molecula de DNA
lineal y bicatenaria que tiene una protena de
31kD unida covalentemente en el extremo 5’.
Esta protena terminal, denominada p3, es el pro-
ducto del gen viral 3, y esta unida al DNA por
un enlace fosfoester entre el grupo OH del resi-
duo de serina y 5’-dAMP. La replicacion de 29
se inicia en cualquier extremo del DNA mediante
un mecanismo de cebado con protena en el que
la molecula libre de la protena terminal p3 reac-
5
10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60
65
ciona con dATP para formar un complejo cova-
lente protena p3-dAMP que proporciona el grupo
3’-0H necesario para la elongacion. La reaccion
de iniciacion requiere, ademas del producto del
gen 3 y del molde de DNA de 29-protena p3, el
producto del gen viral 2 (p2), que es la DNA po-
limerasa. La protena p2 producida por el gen 2
tiene un peso molecular de 66,5kD. Asociada con
la protena p2 esta una actividad de exonucleasa
3’-5’ activa en DNA monocatenario y en cierto
grado en DNA bicatenario. La protena p2 puede
puricarse por un procedimiento estandar a par-
tir de celulas de E. coli que albergan un plasmido
recombinante que contiene el gen 2, como se ha
descrito por Blanco et al., 29 Gene 33, 1984. La
protena puede puricarse tambien por paso por
una columna de fosfocelulosa, como se ha descrito
por Blanco et al. 13 Nucl. Acids Res. 1239, 1985.
Blanco et al., id. tambien describieron un ensayo
de exonucleasa adecuado para la determinacion
de la inactivacion de la actividad exonucleasa por
manipulacion genetica como se describe a conti-
nuacion. Otras enzimas asociadas a p2 y p3 en
el bacteriofago 29 incluyen p5 y p6, que incre-
mentan la ecacia de polimerizacion por p2, como
ha sido descrito por Salas, 109 Current Topics in
Microbiology and Immunology 89, 1983.
Mutantes de exonucleasa
Vamos a describir ahora brevemente la clo-
nacion de DNA polimerasa de 29 y la manipu-
lacion del gen de la p2 para producir ejemplos de
mutantes de exonucleasas utiles en esta invencion.
El plasmido de partida fue pBw2, que es un
derivado de pBR322 que contiene el gen 2 del fago
29, que codica la DNA polimerasa de 29, e in-
cluye su secuencia de jacion al ribosoma (RBS)
(Blanco et al, 29, Gene, 33, 1984). En esta
construccion el supuesto codon ATG de iniciacion
para la DNA polimerasa de 29 esta localizado 30
pb despues de un sitio de restriccion unico Hind
III. El plasmido pBw2 se linealizo con HindIII
y se sometio a una digestion controlada con la
nucleasa Bal31. El DNA se digirio con la nu-
cleasa de restriccion ScaI, que corta 444 pares de
bases mas abajo del gen 2 y los extremos sobre-
salientes 5’ se rellenaron con el fragmento Kle-
now de la DNA polimerasa I de E. coli. El frag-
mento de DNA que contena el gen 2 se ligo con la
DNA-ligasa de T4 al plasmido pAZe3ss (Zaballos
et al., 58 Gene 67, 1987) y se digirio con NcoI,
cuyos extremos sobresalientes 5’ se rellenaron a
continuacion empleando el fragmento Klenow. El
producto de ligacion se empleo para transformar
celulas M72 de E. coli competentes (lisogenicas
para el bacteriofago  y que contienen el represor
cI857 sensible a la temperatura) y se selecciona-
ron las bacterias resistentes a la ampicilina. Es-
tas ultimas se replicaron en placas que contenan
ampicilina (100 /ml) dejandolas crecer durante
una noche a 30C, seguidas por 3 h a 42C. Las
colonias se transrieron a ltros de nitrocelulosa
y se lisaron con dodecil-sulfato sodico al 0,1%.
Los ltros se lavaron, se incubaron con suero de
conejo anti-DNA polimerasa de 29 (producido
por un metodo estandar) y las colonias que con-
tenan DNA polimerasa de 29 se detectaron por
incubacion con [125I]-protena A seguido por au-
torradiografa. La secuenciacion del DNA de los
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clones seleccionados permitio la seleccion de los
plasmidos recombinantes pAZw200 y pAZa203,
que incluyen el DNA de 29 a partir de los triple-
tes ATG que corresponden a las posiciones 2869-
2867 y 2860-2858, respectivamente, en el marco
de lectura abierta que codica p2, desde el ex-
tremo izquierdo del DNA de 29 (Yoshikawa et
al. 17, Gene, 323, 1983). Cuando las celulas de
E. coli M72, transformadas con los plasmidos re-
combinantes pAZw200 o pAZa203, que contenan
el gen que codica la DNA polimerasa de 29
bajo el control del promotor PL del bacteriofago
 y con el RBS del gen ner del bacteriofago Mu,
se dejaron crecer a 30C y luego se elevo la tem-
peratura a 42C durante 20 minutos para inac-
tivar el represor CI857, seguido por dos horas
a 38C, se sintetizo DNA polimerasa de 29 en-
zimaticamente activa. Se obtuvieron aproxima-
damente 150 y 300 g de DNA polimerasa de 29
muy puricada por gramo de celulas transforma-
das con los plasmidos recombinantes pAZw200 y
pAZa203, respectivamente.
El fragmento EcoRI-Hind III del plasmido re-
combinante pAZw200, que contena el gen de la
DNA polimerasa de 29 y la RBS del gen ner del
bacteriofago Mu se ligo, empleando DNA ligasa
de T4, a los sitios EcoRI-Hind III de la forma re-
plicativa del bacteriofago M13mp19. Las celulas
de E. coli JM103 se transfectaron con dicho DNA
y se seleccionaron las placas blancas en placas que
contenan X-gal e isopropiltiogalactosido (IPTG).
Las placas seleccionadas se amplicaron en medio
lquido y se aislo la forma replicativa para com-
probar (por analisis de restriccion) la presencia
del fragmento EcoRI-Hind III deseado. Tambien
se aislo el DNA monocatenario y se uso para mu-
tagenesis dirigida, realizada como se ha descrito
por Nakamaya et al., 14 Nucl. Acids Res. 9679,
1986. Los oligodesoxinucleotidos sinteticos usa-
dos para la mutagenesis puntual fueron:
1) 5’ AGTTGTGCCTTTGAGAC
2) 5’ GACTTTGCGACAACTAC
3) 5’ CTCAAATTTGCCGGAGC
Los clones recombinantes que contienen mu-
taciones puntuales se seleccionaron por hibrida-
cion a los correspondientes oligonucleotidos mu-
tagenicos, marcados en 5’ con 32P, con polinu-
cleotido quinasa de T4 y [γ−32P]ATP. De los
clones seleccionados se aislo DNA monocatena-
rio y se determino la secuencia del gen com-
pleto de la DNA polimerasa para comprobar
que cada clon contena solo la mutacion de-
seada. El fragmento EcoRI-BstBI de los dife-
rentes clones se ligo con DNA ligasa de T4 a
los mismos sitios del plasmido pABw2, que con-
tiene el fragmento EcoRI-Hind III del plasmido
pAZw200 clonado en los sitios correspondientes
del plasmido pT7-3 de la serie pT-7 (Tabor et
al. 82 Proc. Natl. Acad, Sci. USA, 1074,
1985), bajo el control del promotor 10 del bac-
teriofago T7. Este fragmento EcoRI-BstBI reem-
plaza a la secuencia de tipo silvestre en esa region
por la secuencia mutante correspondiente. De
este modo se seleccionaron los plasmidos recombi-
nantes pABn2D12A, pABn2E14A, pABn2D66A,
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pABn2D12AD66A y pABn2E14D66A, que con-
tenan cambios de aminoacidos correspondientes
desde el extremo amino terminal de la DNA po-
limerasa de 29. Los plasmidos recombinantes se
emplearon para transformar las celulas de E. coli
BL21 (DE3) que contenan el gen de la RNA po-
limerasa del bacteriofago T7 en el DNA huesped
bajo el control del promotor lac uv5 (Studier et
al., 189 J. Mol. Biol. 113, 1986) que es, por
tanto, inducible por IPTG. Las bacterias resisten-
tes a la ampicilina se analizaron con el n de de-
tectar la presencia de los plasmidos recombinan-
tes. La expresion de las protenas mutantes de la
DNA polimerasa de 29 se obtuvo por adicion de
IPTG 1mM a celulas de E. coli que contenan los
plasmidos recombinantes, crecidos a 37C e incu-
bados durante 1 hora a 37C. Se obtuvieron cinco
protenas mutantes diferentes, con los siguientes
cambios de aminoacidos: 1) alanina en la posicion
12 (con referencia a la primera metionina en el
gen que codica p2) en lugar del acido aspartico
natural (D12A); 2) alanina en la posicion 14 en
lugar de acido glutamico (E14A) ; 3) alanina en
la posicion 66 en lugar de acido aspartico (D66A);
4) alanina en las posiciones 12 y 66 en lugar de
acido aspartico (D12A, D66A); y 5) alanina en las
posiciones 14 y 66 (E14A, D66A). Las diferentes
protenas mutantes se puricaron y se determino
su actividad de exonucleasa 3’-5’ por el ensayo
estandar anterior, siendo 100-1000 veces inferior
a la de la DNA polimerasa de 29 de tipo silvestre
que se presenta en la naturaleza.
Depositos
Las cepas pAZW200 (gen de la p2 de tipo sil-
vestre), pKC30Al (gen de la p3 de tipo silves-
tre), pABN2D12AD66A (gen de la p2 deciente
en exonucleasa que tiene alanina en las posicio-
nes 12 y 66) se depositaron bajo las regulaciones
del Tratado de Budapest el 24 de marzo de 1989,
en el organismo estadounidense ATCC, siendoles
asignados los numeros 67920, 67918 y 67919, res-
pectivamente.
Con referencia a la Figura de los dibujos, se
seleccionaron los oligonucleotidos usados para for-
mar los mutantes anteriores teniendo en cuenta
la homologa de la secuencia de aminoacidos con
otras polimerasas y con las mutaciones que se
sabe que reducen la actividad de exonucleasa de la
DNA polimerasa de tipo I (Derbyshire et al. 240
Science 199, 1988). Otras mutaciones que proba-
blemente producen mutantes adecuados de exo-
nucleasa se muestran en los recuadros negros. Ge-
neralmente, el aminoacido en estas porciones esta
o bien delecionado (suprimido) o reemplazado por
un aminoacido diferente. En este invento tambien
son utiles grandes deleciones o multiples reem-
plazamientos de aminoacidos. Despues de la mu-
tagenesis, se mide el nivel de la actividad exonu-
cleasa y se determina la magnitud de la actividad
de DNA polimerasa para asegurarse que es su-
ciente para uso en este invento (por ejemplo, para
secuenciar DNA), por ser procesiva y tener acti-
vidad de desplazamiento de cadena.
Usos
Los usos de las DNA polimerasas como las
descritas en lo que antecede de acuerdo con el
presente invento incluyen, por ejemplo, sntesis
de sondas de DNA largas que contienen multiples
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copias de una secuencia deseada, obtenidas por
sntesis con desplazamiento de cadena en un DNA
monocatenario, incluyendo dichas sondas largas
marcadas con dNTP marcados con una actividad
especca muy elevada; marcaje al azar de DNA
bicatenario con una alta actividad especca em-
pleando como cebadores oligonucleotdicos dege-
nerados; sntesis de la segunda cadena de cDNA
en la clonacion de cDNA; mutagenesis al azar
de moldes de DNA mono- y bi-catenarios em-
pleando una DNA polimerasa deciente en exo-
nucleasa en condiciones de baja delidad de repli-
cacion del DNA; mutagenesis puntual en moldes
de DNA bicatenarios y la amplicacion de genes
o la sntesis de largos fragmentos de DNA bicate-
nario empleando como cebadores oligonucleotidos
sinteticos.
Las DNA polimerasas de tipo 29 modicadas
descritas en la presente memoria son particular-
mente utiles para realizar una reaccion en cadena
de la polimerasa para producir cadenas de DNA
extremadamente largas.
Ejemplo 1
P.C.R.
A continuacion se presenta un ejemplo de una
reaccion en cadena de la polimerasa empleando
DNA polimerasa de 29. En general, la DNA
polimerasa puede emplearse simplemente en lugar
de las polimerasas Klenow o Taq.
Se mezclan 0,1 pmol de DNA diana con 300
pmol de cada uno de los oligonucleotidos seleccio-
nados (15-20 nucleotidos), y 75 nmol de cada tri-
fosfato de desoxirribonucleosido (1N5 mM) en 50
l de un tampon que contena Tris-HCl 50 mM
(pH 7,5) y cloruro de magnesio 10 mM. La so-
lucion se llevo a 95C durante 10 minutos, y se
enfrio a 30C durante 1 minuto en un ba~no de
agua. Se a~nadio a la mezcla 1 l que contena 20
ng de DNA polimerasa de 29 (de tipo silvestre o
un mutante de exonucleasa) y la reaccion se dejo
transcurrir durante 5 minutos a 30C, despues
de lo cual se repitio nueve veces el ciclo de ca-
lentamiento, enfriamiento, adicion de enzima y
reaccion. La polimerasa usada se purico por los
metodos usuales.
Las polimerasas de la tecnica anterior emplea-
das en las reacciones en cadena de la polimerasa
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fracasaron en proporcionar fragmentos de DNA
del intervalo de tama~nos mayores de aproxima-
damente 2 kilobases (Saiki et al., 239, Science
487, 1988; Keohavong et al. 71 Gene 211, 1988).
Este tama~no relativamente corto se debe proba-
blemente a la estructura secundaria y al impe-
dimento producido por la reasociacion del frag-
mento de DNA, que impide el progreso (avance)
de estas DNA polimerasas. Debido a que la DNA
polimerasa de 29 tiene una alta procesividad y
capacidad de desplazamiento de cadena, es una
enzima ideal para la amplicacion de DNA pro-
duciendo moleculas amplicadas largas, particu-
larmente si se modican para reducir la actividad
de exonucleasa reteniendo al mismo tiempo las
caractersticas deseables antes mencionadas.
Ejemplo 2
Sntesis de cadenas largas de DNA.
DNA polimerasas de tipo 29 modicadas
como se ha descrito en lo que antecede permi-
ten la sntesis facil de moleculas muy largas de
DNA utiles en un gran numero de aplicaciones,
por ejemplo analisis de RFLP, y construccion de
sondas de DNA. A continuacion se da un ejemplo
de esta metodologa empleando una DNA polime-
rasa de 29.
DNA M13 monocatenario se hibrido con un
cebador oligonucleotdico M13 de 17 nucleotidos.
La mezcla de incubacion contena, en 10 l, Tris-
HCl 50 mM, pH 7,5, MgCl2 10mM, DTT 1mM,
0,5 g de DNA M13 cebado, 80 m de cada uno
de dCTP, dGTP, dTTP, y [-32p]dATP y DNA
polimerasa de 29 (50 ng). Despues de la incu-
bacion durante 40 minutos a 30C las muestras
se ltraron a traves de columnas giratorias de
Sephadex©R G-50 en presencia de dodecil-sulfato
sodico al 0,1% y se conto la radiacion Cerenkov
de la fraccion excluda. Para analizar el tama~no
del DNA sintetizado, se sometio una muestra a
electroforesis en geles alcalinos de agarosa al 0,7%
junto con marcadores de longitud del DNA. Los
marcadores del DNA se detectaron con bromuro
de etidio y el DNA sintetizado se detecto por au-
torradiografa del gel seco. En 40 minutos de
incubacion a 30C se sintetizo un DNA de un
tama~no mayor de 70 kb.
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REIVINDICACIONES
1. Un metodo para amplicar una secuencia
de DNA que incluye las etapas de: asociar un
primer cebador y un segundo cebador a cadenas
opuestas de una secuencia de DNA bicatenario
e incubar la mezcla asociada con DNA polime-
rasa, en el que la DNA polimerasa empleada es
DNA polimerasa de tipo 29 modicada que ex-
hibe menos de 10% de actividad de exonucleasa
de la polimerasa correspondiente de origen natu-
ral.
2. Un metodo segun la reivindicacion 1, en
el que dichos primero y segundo cebadores tienen
sus extremos 3’ dirigidos uno hacia el otro despues
de la asociacion.
3. Un metodo segun la reivindicacion 1 o 2,
que comprende ademas, despues de dicha etapa
de incubacion, desnaturalizar el DNA resultante,
asociar dicho primero y segundo cebadores al
DNA desnaturalizado e incubar dicha ultima mez-
cla asociada con dicha polimerasa.
4. Un metodo segun la reivindicacion 3, en el
que dicho ciclo de desnaturalizacion, asociacion e
incubacion se repite 10-40 veces.
5. Un metodo segun una cualquiera de las rei-
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vindicaciones 1 a 4, en el que dicha DNA polime-
rasa de tipo 29 modicada se deriva de una DNA
polimerasa seleccionada de 29, Cp-1, PRD-1,
15, 21, PZE, PZA, Nf, M2Y, B103, SF5, GA-1,
Cp-5, Cp-7, PR4, PR5, PR722 y L17.
6. Un metodo segun una cualquiera de las rei-
vindicaciones precedentes, en el que dicha DNA
polimerasa de tipo 29 modicada carece de ac-
tividad detectable de exonucleasa.
7. Un metodo segun una cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, en el que la secuen-
cia de DNA amplicada tiene una longitud mayor
que 10 kilobases.
8. Un metodo para producir moleculas de
DNA de longitud superior a 10 kilobases, que
comprende:
proporcionar una molecula molde de DNA;
asociar un cebador a dicha molecula molde;
e
incubar las moleculas cebador y molde asocia-
das en presencia de DNA polimerasa de tipo 29
modicada y una mezcla de los cuatro diferentes
trifosfatos de didesoxinucleosidos, exhibiendo di-
cha DNA polimerasa de tipo 29 modicada me-
nos del 10% de la actividad de exonucleasa que la
correspondiente polimerasa de origen natural.
NOTA INFORMATIVA: Conforme a la reserva
del art. 167.2 del Convenio de Patentes Euro-
peas (CPE) y a la Disposicion Transitoria del RD
2424/1986, de 10 de octubre, relativo a la aplicacion
del Convenio de Patente Europea, las patentes euro-
peas que designen a Espa~na y solicitadas antes del
7-10-1992, no produciran ningun efecto en Espa~na
en la medida en que coneran proteccion a produc-
tos qumicos y farmaceuticos como tales.
Esta informacion no prejuzga que la patente este o
no includa en la mencionada reserva.
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